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聚(L-谷氨酸)微球的制备及其口服药物控释研究 
赵丽 b    丁建勋 a    肖春生*,a    陈学思 a 
盖广清 b    王立艳 c 
(a中国科学院长春应用化学研究所  中国科学院生态环境高分子材料重点实验室  长春 130022) 
(b吉林建筑大学  建筑节能技术工程实验室  长春 130118) 
(c吉林建筑大学  材料科学与工程学院  长春 130118) 
摘要  通过正己胺引发 γ-苯甲基-L-谷氨酸酯-N-内羧酸酐(BLG-NCA)开环聚合制备聚(γ-苯甲基-L-谷氨酸酯)(PBLG), 
并进一步脱掉苯甲基保护得到聚(L-谷氨酸)(PLG). 以利福平为模型药物, 通过油包油(O/O)无水乳液法制备了 PLG 载
药微球. 扫描电子显微镜检测表明该载药微球具有良好的球形形貌且粒径分布较均一, 粒径大小约为 9.0 μm. 体外释
放实验表明该载药微球对利福平的释放具有明显的pH敏感性, 在模拟胃液中较少释放利福平, 而在模拟肠液中较快并
大量释放利福平, 符合口服药物载体释放性能的要求, 可用于口服药物的定位肠溶性载体. 此外, 噻唑蓝实验表明该
微球具有良好的生物相容性.  
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Poly(L-glutamic acid) Microsphere: Preparation and Application in Oral Drug 
Controlled Release 
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Abstract  Poly(L-glutamic acid) (PLG) and its derivatives, which are biodegradable and biocompatible, are one kind of the 
most widely investigated synthetic polypeptides as biomedical materials benefited from their pH-responsive property  
(pKa ～ 4.1) and modifiable side carboxyl group. In this work, PLG was synthesized via a two-step procedure. 
Poly(γ-benzyl-L-glutamate) (PBLG) was first synthesized by the ring-opening polymerization of 
γ-benzyl-L-glutamate-N-carboxyanhydride (BLG-NCA) using n-hexylamine as initiator, and then PLG was prepared by the 
deprotection of benzyl groups in PBLG. PLG microsphere was prepared by the oil-in-oil (O/O) anhydrous emulsion method 
utilizing N,N-dimetylformamide as an inner oil phase and corn oil as an outer oil phase. Rifampicin, a model drug, was load-
ed into the PLG microsphere, and the drug loading capacity and entrapment efficiency were revealed. The scanning electron 
microscopy micrograph indicated that the drug-loaded microsphere exhibited spherical morphology with narrow size distri-
bution and average diameter at about 9.0 μm. To investigate the application of PLG microsphere in oral drug delivery (espe-
cially for enteric-coated drugs), the in vitro rifampicin release experiments in simulated gastric or intestinal fluid were per-
formed. In vitro release results revealed that the release of rifampicin from microsphere was highly dependent on pH. In de-
tail, less amount of rifampicin was released in simulated gastric fluid, while the quicker release of rifampicin occurred in 
simulated intestinal fluid. It was because that the deprotonation of carboxyl groups in PLG caused the loose, expansion, and 
even disintegration of PLG microsphere in simulated intestinal fluid. Moreover, the morphology of microsphere in simulated 
gastric fluid was different from that in simulated intestinal fluid, which further confirmed the pH-sensitive property of mi-
crosphere. Additionally, in vitro methyl thiazolyl tetrazolium assays demonstrated that the PLG microsphere was biocompat-
ible. Therefore, the biocompatible PLG microsphere with the intelligent pH-triggered drug release should be promising for 
application in oral drug delivery. 
Keywords  enteric carrier; poly(L-glutamic acid); oral administration; microsphere; drug delivery 
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1  引言 
药物制剂是临床用药形式, 理想的药物剂型应该实
现药物使用剂量最小、副作用最低且疗效发挥最大. 药
物传递系统制剂按照给药途径, 可分为注射给药和非注
射给药, 其中非注射给药包括口服给药[1]、鼻腔给药[2]、
肺部给药[3,4]、透皮给药[5,6]以及眼部给药[7]等. 相对于注
射给药, 口服给药是一种非侵入式的给药途径, 以其给
药方便、安全、患者易接受等优点, 成为最常用的也是
目前病人顺从性最好的一种给药方式. 药物口服剂型的
制备并不需要满足无菌、无污染等特殊严格的监管要求. 
近年来新的口服给药系统, 如自我乳化药物传递、口服
择时释药系统、胃滞留型控释药物系统等, 得以快速发
展[8]. 虽然口服给药具有上述优势并得到了快速的发展, 
但对于胰岛素等蛋白类药物而言, 其生物利用度很低, 
达不到临床应用的标准. 这主要是由胰岛素等蛋白类药
物本身的结构以及稳定性决定的. 对于大分子的蛋白类
药物, 它具有较大的分子量和较为复杂的空间结构. 当
其口服时, 由于胃中极酸的环境以及胃肠道中大量蛋白
酶的破坏作用, 易导致蛋白类药物的变性, 从而使蛋白
类药物在到达肠道部位前已经部分或全部失活并大大
降低其生物利用度[9,10].  
研究开发特殊的药物载体提高口服定位肠溶性药
物的生物利用度有重要的意义. 聚合物微球是被广泛研
究和应用的一类药物载体[11]. 该微球对药物的包裹相
对紧密且制备工艺简单, 能够大量制备. 常用的聚合物
口服微球多采用 pH 敏感的肠溶性载体材料, 如聚丙烯
酸类聚合物, 该类聚合物在酸性的胃液中不溶解, 可以
很好地保护药物, 但在偏中性的肠液中可以溶解从而将
所包埋的药物释放出来[12]. 但这类聚合物不可降解, 长
期使用的机体安全性有待考察.  
聚氨基酸及其衍生物是一类重要的具有优异的生
物可降解性和生物相容性的合成聚合物, 已被广泛应用
于生物医学研究领域, 如药物控制释放、基因转染、抗
菌材料、组织工程等 [13～18]. 聚(L-谷氨酸)(Poly(L-glu- 
tamic acid), PLG)是由天然存在的 L-谷氨酸通过酰胺键
链接而成的侧基为羧基的高分子. 侧羧基赋予 PLG 良
好的 pH 敏感性[19～22], 是口服药物载体的优异材料.  
采用先进的制剂技术有望实现蛋白类药物的口服
传递并保证药物安全地到达肠道部位. 本文通过正己胺
引发 γ-苯甲基-L-谷氨酸酯-N-内羧酸酐(BLG-NCA)开环
聚合得到聚(γ-苯甲基-L-谷氨酸酯)(PBLG), 进一步脱掉
苯甲基保护制备 PLG. 采用改进的油包油(O/O)无水乳
液法制备 PLG 微球. 该微球在胃液的酸性环境下由于
羧基的质子化能够很好地保护所担载的药物. 在肠液环
境下由于羧基的去质子化, 聚合物微球溶胀甚至解体而
将所担载的药物快速释放出来, 从而有效保障所担载的
药物安全到达肠道. 本文以利福平为模型药物对载药微
球药物控制释放性能进行了详细的表征. 通过考察利福
平的体外释放实验, 证实该聚氨基酸微球具有口服定位
肠溶性药物释放的特性, 可用于胰岛素等肠溶性药物的
口服传递, 为口服药物载体的设计与制备提供理论和实
验基础.  
2  结果与讨论 
2.1  PLG 的制备 
在本文中, 通过两步法制备了生物可降解和生物相
容的 PLG. 首先, 通过正己胺引发 BLG-NCA 开环聚合
制备 PBLG. 然后对 PBLG 脱掉苯甲基保护合成 PLG 
(图 1). 
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图 1  PLG 的合成路线 
Figure 1  Synthetic route of PLG 
聚合物的结构通过核磁共振氢谱(1H NMR)分析得
到证实. 从图 2a 中可以看出, PBLG 的核磁共振特征峰
如下: δ 5.12 为 PBLG 链上苯甲基中亚甲基的特征峰
(C6H5CH2−, 2H); δ 4.67处的共振峰是 PBLG主链中质子
的特征峰(−C(O)CH(CH2)NH−, 1H); δ 2.52、2.15 和 2.0
处出现的共振信号分别是PBLG侧基上的亚甲基的特征
峰(−C(O)CH2CH2−, 2H, −C(O)CH2CH2−, 1H 和 1H); δ 
0.86 是正己胺中甲基的特征峰(CH3CH2−, 3H); δ 1.14～
1 .52 是正己胺中靠近甲基的四个亚甲基的特征峰
(CH3(CH2)4−, 8H). 通过 δ 0.86 和 2.52 特征峰的峰面积
之比得知, PBLG中BLG的聚合度为 116. PLG的制备是
通过 PBLG 脱除苯甲基保护得到的, 且其结构同样通过
1H NMR 得以证实, 如图 2b 所示. 通过对比图 2a 
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图 2  PBLG (a, TFA-d/CDCl3 (1/1, V/V))和 PLG (b, TFA-d)的 1H NMR
谱图 
Figure 2  1H NMR spectra of PBLG (a, TFA-d/CDCl3 (1/1, V/V)) and 
PLG (b, TFA-d) 
和 2b 可知在 δ 7.28 和 5.12 处的共振信号峰消失, 证明
苯甲基的成功脱除. 此外, 脱除苯甲基保护前后聚合物
的聚合度并未发生明显变化, 证实脱保护反应并没有造
成聚合物的断链. 凝胶渗透色谱(GPC)测试结果也证实
了 PBLG 的成功合成和脱保护反应的发生(表 1). 所制
备的聚合物具有较窄的分子量分布, 且脱除苯甲基保护
后聚合物的分子量分布变窄, 这可能是由于脱保护反应
后经过透析除去了小分子量的 PLG 的缘故.  
表 1  聚合物的表征 
Table 1  Characterizations of polymers 
Entry Mna Mnb PDIb 
PBLG 25400 25400 1.81 
PLG 15000 15700 1.38 
a Determined by 1H NMR; b Determined by GPC. 
2.2  载药 PLG 微球的制备 
采用油包油(O/O)无水乳液的方法制备了 PLG 空白
微球和担载利福平的微球. 制备出来的聚合物空白微球
的形貌如图 3a 所示. 从 SEM 电镜照片中看到, 所制备
的载药聚合物微球具有表面光滑的球形形貌. 微球粒径
在 9.0 µm 左右, 粒径分布相对均一, 且表面光滑. 载药
PLG 微球与空白 PLG 微球形貌相似, 但不如空白微球
表面光滑(图 3b), 这是因为在载药过程中利福平并没有
完全包埋在微球内部所致.  
载药 PLG 微球的载药量为 4.2 wt%, 载药效率为
46.2 wt%. 微球对于利福平的包封率偏低是由于利福平
是一种脂溶性的药物, 在外相溶剂玉米油中具有一定的
溶解度. 因此, 一部分药物在微球制备过程中溶解在外
相中从而导致载药量和载药效率较低.  
  
 
图 3  空白微球(a)和载药微球(b)的 SEM 电镜照片 
Figure 3  Typical SEM micrographs of blank (a) and drug-loaded mi-
crospheres (b) 
2.3  载药 PLG 微球的体外释放 
考察载药微球分别在模拟胃液的酸性缓冲液中(pH
＝1.2)和模拟肠液的中性缓冲液中(pH＝6.8)的利福平释
放行为, 结果如图 4 所示. 在酸性的无酶的模拟胃液中, 
利福平释放较为缓慢, 120 min 累积释放量为 17.6%. 而
微球在 pH＝6.8 的不含酶的模拟肠液中, 药物呈持续而
迅速的释放特性, 累积释放时间为 200 min 时, 利福平 
 
图 4  担载利福平的 PLG 微球在不含或含胃蛋白酶的模拟胃液和不
含或含胰蛋白酶的模拟肠液中的体外释放 
Figure 4  In vitro cumulative rifampicin release from rifampicin-loaded 
PLG microsphere in simulated gastric fluid without or with pepsin, and 
simulated intestinal fluid without or with trypsin 
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的累积释放量为 80.1%, 符合口服药物肠溶性载体的要
求. 微球在两种不同 pH 的缓冲液中的药物释放行为完
全不同. 如图 5 所示, 由于 PLG 侧基带有大量的羧基, 
微球在酸性环境中由于羧基质子化而不溶解, 致使微球
变得更密实从而有效保护药物. 在模拟胃液中利福平的
释放则是由接近微球表面和内部少量的利福平通过扩
散作用而释放的, 同时由于利福平在水中的溶解度不
大, 因此释放比较缓慢. 在模拟肠液中, PLG 侧链的羧
基去质子化, 材料逐渐溶胀从而使微球疏松膨胀甚至解
体而将所担载的药物快速释放出来. 
 
图 5  微球的 pH 敏感性示意图 
Figure 5  Schematic illustration of pH-sensitive property of microsphere 
在含有蛋白酶的模拟胃液和模拟肠液中, 利福平的
累积释放仍然具有较明显的 pH 敏感性. 在含有胃蛋白
酶的模拟胃液中, 利福平的累积释放量增加并不十分明
显, 这是由于在较低 pH 时 PLG 疏水, 胃蛋白酶对 PLG
的降解作用不明显. 而在含有胰蛋白酶的模拟肠液中, 
由于胰蛋白酶的降解作用, 利福平的累积释放量呈现明
显增加的趋势, 更加符合口服药物肠溶性释放特性的要
求[23]. 
为进一步验证载药 PLG微球的 pH敏感药物释放特
性, 我们考察了其在模拟胃液和模拟肠液中浸泡之后的
形貌. 如图6a所示, 微球在pH＝1.2的缓冲液中浸泡1 h
后微球的形貌变化不大, 但微球的大小有所减小, 微球
的完整性仍能保持, 说明在模拟胃液的酸性环境下微球
对所担载的药物具有一定的保护作用. 而在中性缓冲液
中浸泡 0.5 h 后的微球虽能保持球形, 但微球尺寸有所
变大, 表面出现很多小孔洞且微球表面粗糙(图 6b), 进
一步证实在模拟肠液中微球能够快速响应 pH 的变化而
将药物快速释放出来. 这也可以侧面说明在中性缓冲液
中药物的释放是由于微球的溶蚀而加速, 该载药 PLG
微球具有口服药物肠溶性释放的特性, 可用于胰岛素等
肠溶性药物的口服传递.  
2.4  PLG 微球的细胞毒性分析 
PLG作为一种合成的高分子药用辅料, 要在体内得
以应用, 必须确保材料具有良好的生物相容性. 本文中
采用 MTT 法来评价 PLG 对 HeLa 细胞的体外细胞相容
性. 以十二烷基硫酸钠(SDS)作为阳性对照, 考察细胞
与不同浓度的 PLG 材料以及空白 PLG 微球共培养 72 h
后的HeLa细胞的成活率, 实验结果如图7所示. 在实验
浓度高达 1.0 mg•mL－1的浓度范围内, 与 PLG 共培养的
HeLa 细胞具有 90%以上的生存能力, 表明该 PLG 材料  
 
图 6  载药 PLG 微球在模拟胃液(a)和模拟肠液(b)中浸泡后的扫描电
镜照片 
Figure 6  Typical SEM micrographs of PLG microspheres immersed in 
simulated gastric (a) or intestinal fluids (b) 
 
图 7  PLG 和空白 PLG 微球对 HeLa 细胞的细胞毒性, 以 SDS 为阳性
对照. 数据表示为平均值±标准方差(n＝6) 
Figure 7  In vitro cytotoxicities of PLG and blank PLG microspheres to 
HeLa cells with SDS as positive control. Data were expressed as mean 
± standard deviation (n＝6) 
具有较低的毒性和良好的细胞相容性. 同样地, 经过空
白 PLG 微球处理的 HeLa 细胞在微球浓度高达 1.0 
mg•mL－1时仍具有85%以上的存活率. 对比PLG材料和
PLG 微球, 细胞毒性没有显著差异, 均能保持较高的细
胞存活率, 表明 PLG 微球的制备工艺是安全可靠的, 并
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没有引入毒性物质, 可以应用于口服药物的载体. 
3  结论 
本工作采用BLG-NCA开环聚合并进一步脱掉苯甲
基保护得到 PLG, 并通过 1H NMR 对其结构进行分析. 
采用 O/O 无水乳液法制备了载有利福平的 PLG 微球. 
SEM 表明该载药微球具有表面光滑的球形形貌. 体外
模拟释放实验表明该微球具有良好的 pH 响应性, 在模
拟胃液中利福平释放缓慢, 而在模拟肠液中利福平则快
速且持续地释放出来, 符合口服药物载体释放性能的要
求. 载药微球在模拟胃液和模拟肠液中的形貌也进一步
证实了该微球的 pH 敏感药物释放性能. 此外, MTT 实
验表明 PLG 材料及其空白微球均没有明显的细胞毒性, 
PLG 微球的制备工艺安全可靠且无毒性物质引入. 因
此, 该生物相容性好的具有 pH 响应药物释放性能的
PLG 微球有望应用于口服定位肠溶性给药载体.  
4  实验部分 
4.1  试剂与材料表征 
BLG-NCA 的制备依照文献方法[24]. N,N-二甲基甲
酰胺(DMF)用前经氢化钙(CaH2)回流, 并减压蒸馏. 玉
米油为市售产品. 其他所有反应物和溶剂均从国药集团
化学试剂有限公司购得.  
用 Bruker AV 400 NMR 核磁共振谱仪测试材料的
1H NMR. 所用溶剂为氘代三氟乙酸(TFA-d)和氘代氯仿
(CDCl3). 所用内标为 0.01% (V/V)四甲基硅烷(TMS). 
SEM 测试所用仪器为 Micrion FEI PHILIPS. 为了观察
聚合物微球的表面形态和尺寸, 聚合物微球在测试前进
行喷金处理. 高剪切乳化机为上海威宇机电制造有限公
司, 100lx 型乳化机, 速度 0～11000 r/min, 定子直径 35 
mm.  
4.2  PLG 的制备 
PLG 的制备依照文献方法[21], 所不同的是引发剂
为正己胺, 溶剂为无水氯仿. 正己胺引发 BLG-NCA 开
环聚合得到 PBLG, 产率为 89.9%. PLG 则通过 PBLG 脱
除苯甲基保护基而制得, 产率为 74.2%.  
4.3  载药 PLG 微球的制备 
担载利福平的 PLG 微球采用 O/O 的无水乳液方法
制备[25]. 称取 180.0 mg 的 PLG 和 18.0 mg 的利福平, 加
入 12.0 mL的DMF, 搅拌至 PLG和利福平溶解. 将上述
DMF 溶液注入 120.0 mL 含有 1.2 g 司班 80 的玉米油中, 
高速剪切(4000 r/min)乳化 5 min, 得到油包油乳液. 乳
化后在搅拌条件下向乳液中滴加 180.0 mL 乙醚, 搅拌 2 
h, 使内相凝固成为微球. 静置, 待微球沉下后弃去乙醚
收集微球, 并用 100.0 mL 乙醚洗涤三次, 风干. 得到包
裹利福平的 PLG 微球粉末.  
空白微球的制备与载药微球方法类似, 制备过程中
不加入利福平.  
4.4  载药 PLG 微球的表征 
4.4.1  微球载药量的测定 
通过碱性 SDS 萃取的方法测定微球中利福平的载
药量[26]. 称取一定量的载药微球, 加入2.0 mL的NaOH- 
SDS 降解液(5.0 wt% SDS, 0.1 mol/L NaOH), 置入恒温
振荡箱中振荡, 待微球完全溶解得到均一透明的溶液, 
通过紫外分光光度计测定 334 nm 处的吸收, 通过标准
曲线测得利福平浓度.  
载药量(wt%)＝[微球中药物质量]/[微球总质量]×100 
载药效率(wt%)＝[实际载药量]/[理论载药量]×100 
4.4.2  微球形貌 
微球的形貌通过 SEM 观察. 将微球的悬浊液滴于
硅片上, 晾干后表面喷金处理, 通过 SEM 观察.  
4.4.3  载药微球在不同 pH 缓冲液中的释放行为 
配制模拟消化道pH值的缓冲液(简称模拟胃液和模
拟肠液): 取浓盐酸 7.0 mL, 加水约 800.0 mL, 并加入
2.0 g 的氯化钠, 调节至 pH 值至 1.2, 加水稀释至 1000.0 
mL, 即得模拟胃液. 取磷酸二氢钾 6.8 g, 加水 500 mL
使溶解, 用 0.1 mol/L 的氢氧化钠溶液调节 pH 值至 6.8, 
加水稀释至 1000 mL 即得人工肠液(中国药典 2005 版第
二部, 未加蛋白酶). 含有胃蛋白酶的模拟胃液和含有
胰蛋白酶的模拟肠液的配制参照中国药典 2005 版第二
部.  
称取 15.0 mg载药微球样品加入离心管中, 加入 6.0 
mL的 pH＝1.2的不含酶的模拟胃液, 在 37 ℃振荡箱中
振荡, 每隔 15 min 离心, 取 0.5 mL 上清液备测, 并向离
心管中补加 0.5 mL 缓冲液. 2 h 后, 换为 pH＝6.8 的不含
酶的模拟肠液, 每隔 20 min 取样一次. 重复以上过程测
定. 通过紫外分光光度计测定334 nm处的吸收, 通过标
准曲线测得上清液中利福平浓度. 每个样品做 3 个平行
实验, 取平均值.  
载药微球在含有胃蛋白酶的模拟胃液和含有胰蛋
白酶的模拟肠液中的释放与无酶的模拟胃液和模拟肠
液中的释放步骤类似.  
4.4.4  载药微球在模拟消化道 pH 值的缓冲液中的形貌
变化 
称取一定量的载药微球放入离心管中, 加入等体积
的 pH＝1.2 的不含酶的模拟胃液, 放入 37 ℃恒温振荡
箱中以 100 r/min 速度振荡, 于 1 h 后将离心管取出, 离
心, 倾去上清液, 用二次水洗涤并液氮速冻. 同样称取
一定量的载药微球放入离心管中, 加入等体积的 pH＝
6.8 的不含酶的模拟肠液, 放入 37 ℃恒温振荡箱中以
100 r/min 速度振荡, 于 0.5 h 后将离心管取出, 离心, 倾
去上清液, 用二次水洗涤并液氮速冻. 将得到的样品在
扫描电镜下观察表面形貌.  
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4.4.5  空白微球的细胞毒性分析 
通过 MTT 法以 SDS 作为阳性对照检测聚氨基酸微
球对 HeLa 细胞的毒性. 在 96 孔板中按照 7000 细胞/
孔的密度种植 HeLa 细胞, 并在每个孔内加入 200 μL 的
DMEM 培养基. DMEM 培养基的主要组成为 10%牛血
清, 50 IU•mL－1的青霉素和 50 IU•mL－1的链霉素. 将细
胞培养 24 h, 细胞培养的外部环境为 37 ℃, 二氧化碳
(CO2)的含量为 5% (V/V). 当细胞培养 24 h 后将培养液
移除并在每个孔中加入 200 μL 含空白 PLG 微球的新鲜
培养液, 空白 PLG 微球的浓度范围为 0～0.1 mg•mL－1. 
将细胞与载体材料共培养 72 h 后向每个孔中加入 20.0 
μL MTT原液(5.0 mg•mL－1, PBS溶液). 将细胞继续培养
4 h后进行MTT测试. 仪器为Bio-Rad 680酶标仪, 吸光
度检测波长为 490 nm. 细胞存活率通过下列公式计算:  
Cell Viability (%)＝(A 样品/A 对照)×100 
其中, A 样品和 A 对照分别表示样品组和空白组的吸光度.  
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